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序論 
 
脊椎動物ではごく一般的に、形態や色彩、攻撃行動や性行動などの行動パターン、性
成熟、成長、ストレス応答などに関わる内分泌パターンに顕著な性差が認められる。例えば、
ほとんどの動物種でオスの方がメスよりも圧倒的に高い攻撃性を示すほか、性成熟や成長
のスピードが雌雄で異なっている動物種も多くみられる。また、環境ストレスは性行動や性成
熟を抑制するが、その効果は一般にオスよりもメスで大きいこともよく知られている（つまり、
オスは多少不適切な環境であっても性成熟し、性行動を行うことができるが、メスは適切な
環境でないと性成熟や性行動が抑制されるケースが多い）。これらの形質にみられる性差の
多くは、行動を直接支配するとともに内分泌系の最上位に位置する器官である脳や下垂体
に存在する何らかの性差に起因すると考えられる（Baron-Cohen et al., 2005; McCarthy and 
Arnold, 2011; McCarthy et al., 2012; Bale and Epperson, 2015）。しかし、魚類においては、
脳や下垂体にどのような性差が存在し、その性差がどのような形質の性差をもたらすのかに
ついての研究は、まだ始まったばかりであり、ごく断片的な知見しか得られていない。 
一方、魚類の脳内で発現量に性差を示す遺伝子が、これまでにいくつか見つかってい
る。その中には、性差を伴う上記の形質に寄与している可能性が高いと考えられる神経伝達
物質・神経修飾物質に関連する 4 種類のファミリーに属する遺伝子が含まれている（Godwin, 
2010; Le Page et al., 2010; Forlano and Bass, 2011）。攻撃行動や性行動への関与が示され
ているバソトシン（VT; vasotocin）/イソトシン（IT; isotosin）神経ペプチドファミリー（Grober and 
Sunobe, 1996; Foran and Bass, 1998; Godwin et al., 2000; Grober et al., 2002; Black et al., 
2004; Ohya and Hayashi, 2006; Maruska et al., 2007; Maruska, 2009）、性成熟や性行動を促
進することが知られているゴナドトロピン放出ホルモン（GnRH; gonadotropin-releasing 
hormone）ファミリー（Elofsson et al., 1997, 1999; Ishizaki et al., 2004; Maruska et al., 2007; 
Kuramochi et al., 2011）、そして、様々な行動や生殖内分泌系を支配する生体アミン系ホル
モンの生合成に関わるチロシン水酸化酵素（TH; tyrosine hydroxylase）ファミリー（Chaube 
and Joy, 2003）と、トリプトファン水酸化酵素（TPH; tryptophan hydroxylase）ファミリー
（Sudhakumari et al., 2010）である。しかし、魚類において、これらの神経伝達物質・神経修
飾物質関連ファミリー遺伝子が、どの神経核や部位でどの程度の性差を示すのか、また、そ
の性差がどのようなメカニズムで生じ、最終的にどのような形質に寄与しているのかについて
は、これまで体系立った解析がなされてこなかった。 
そこで本研究では、これらのファミリーの発現の性差が、魚類の各種形質に性差をもたら
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しているのではないかとの推測のもと、それらの遺伝子発現の性差を詳細に解析し、顕著な
性差が確認されれば、その性差の形成メカニズムと生理学的意義を明らかにすることを目指
すこととした。本研究では、メダカ（Oryzias latipes）をモデル魚に用いて解析を進めることとし
た。メダカは、形態（ヒレの形状）や色彩、攻撃行動や性行動のパターンなどに明瞭な性差
を示すとともに、性決定遺伝子が明らかとなっている数少ない魚種の一つであり、性差を研
究するための優れたモデル魚である（Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002; Okuyama et 
al., 2014; Ogino et al., 2014; Katsumura et al., 2014; Yokoi et al., 2015）。また、丈夫で世代
時間が短く、省スペース、省コストで飼育・継代できることに加え、クオリティの高いゲノムデ
ータベースや expressed sequence tag（EST）データベースが整備されていること、トランスジェ
ニックや遺伝子の機能阻害に必要な種々のツールが揃っていることから、モデル生物として
の利点も多く兼ね備えている（Wittbrodt et al., 2002; Kasahara et al., 2007; Takeda and 
Shimada, 2010; Sasado et al., 2010; Kirchmaier et al., 2015）。 
本研究論文は 3 章構成とした。まず第 1 章では、メダカにおける上記の神経伝達物質・
神経修飾物質関連ファミリー（VT/IT ファミリー、GnRH ファミリー、TH ファミリー、TPH ファミリ
ー）遺伝子をクローニングし、脳と下垂体におけるそれらの発現の性差を包括的に解析する
こととした。 
第 2 章では、第 1 章によって最も顕著な性差（視床下部内の神経核でのオス特異的な発
現）が認められた VT 遺伝子（vt）に注目し、その性差がどのようなメカニズムによってもたらさ
れ、どのような表現型に関与するのかについて解析を進めることとした。いくつかの魚種にお
けるこれまでの研究によって、VT は攻撃行動に関与することが報告されている（Goodson, 
2008; Goodson and Thompson, 2010; Goncalve and Oliveira, 2010; Yokoi et al., 2015）。一方、
上述のように、多くの魚種を含め、脊椎動物では一般にオスの方がメスよりもはるかに高い
攻撃性を示すが、攻撃性を高める主因子はアンドロゲンであることが知られている（Francis 
et al., 1992; Sato et al., 2004; Goncalves and Oliveira, 2010）。アンドロゲンはその受容体
（AR; androgen receptor）と結合することで転写因子として機能するので、アンドロゲンによっ
て、脳内で何らかの遺伝子の発現が促進あるいは抑制され、その結果、攻撃性が高まるも
のと考えられる。これらのことから本研究では、「アンドロゲンの転写促進作用によって、VT
の発現が視床下部内の神経核でオス特異的に誘導され、そこで産生された VT がオス特異
的に攻撃行動を誘導する」という作業仮説を立て、その検証を行うこととした。 
引き続く第 3 章では、第 1 章で見出された下垂体におけるほぼオス特異的な TPH1 遺伝
子（tph1）の発現に焦点を当て、解析を進めることとした。TPH1 は様々な行動や内分泌系を
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制御する生体アミン系ホルモンであるセロトニン（5-HT; 5-hydroxytryptamine）やメラトニン
（MT; melatonin）の生合成に深く関わる酵素である（Hull and Rodríguez-Manzo, 2009）。した
がって、主要な内分泌器官である下垂体での tph1 発現の性差は、5-HT あるいは MT の産
生の性差を介して、何らかの内分泌パターンに性差をもたらしていると推察される。そこでこ
の考えをもとに、下垂体におけるオスに偏った tph1 発現がどのようなメカニズムによって生じ、
下垂体ホルモンにどのような影響を及ぼすのかを解析することとした。 
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第 1 章 神経伝達物質・神経修飾物質関連ファミリー遺伝子の性差 
 
1-1. 諸言 
 
序論で述べたように、いくつかの魚種におけるこれまでの研究で、攻撃行動や性行動、
性成熟などに関わるとされる 4 種類の神経伝達物質・神経修飾物質関連ファミリーの遺伝子
が、魚類の脳内で発現に性差を示すことが報告されている。VT/IT、GnRH、TH、そして
TPH のファミリーである（Godwin, 2010; Le Page et al., 2010; Forlano and Bass, 2011）。 
VT と IT は、バソプレッシン（VP; vasopressin）/オキシトシン（OXT; oxytocin）ファミリーに
属するノナペプチドで、それぞれ哺乳類の VP と OXT に対する魚類オーソログであると考え
られている（Larhammar et al., 2009）。主として哺乳類での研究から、VP/OXT ファミリーに属
するペプチドは、攻撃行動、ストレス応答、求愛行動を含む性行動、つがいの絆の形成、他
個体との友好関係、父性行動、そして下垂体後葉ホルモンの分泌に関与することが報告さ
れている（Balment et al., 2006; Insel, 2010; Abel and Rissman, 2011）。魚類においても、VT
が攻撃行動や性行動、ストレス応答に関与することが示されている（Balment et al., 2006; 
Goodson, 2008; Goodson and Thompson, 2010; Goncalve and Oliveira, 2010）。哺乳類の VP
と OXT はともに、視床下部の室傍核（PVN; periventricular nucleus）と視索上核（SON; 
supraoptic nucleus）で産生されるが、VP はこれらの神経核に加え、視交叉上核（SCN; 
suprachiasmatic nucleus）、分界条床核（BNST; bed nucleus of the stria terminalis）、内側扁
桃体（MeA; medial amygdala）でも産生される（Abel and Rissman, 2011）。魚類においては、
VT と IT はともに視索前野内のいくつかの神経核で産生されることが、いくつかの種で報告
されている（Grober and Sunobe, 1996; Foran and Bass, 1998; Godwin et al., 2000; Grober et 
al., 2002; Black et al., 2004; Ohya and Hayashi, 2006; Maruska et al., 2007; Maruska, 
2009）。 
GnRH は、下垂体前葉から 2 種類の生殖腺刺激ホルモン（GTH; gonadotropin）である濾
胞刺激ホルモン（FSH; follicle stimulating hormone）と黄体形成ホルモン（LH; luteinizing 
hormone）を分泌させ、配偶子形成を促進することで知られるデカペプチドである（Maeda et 
al., 2010）。さらに GnRH は魚類を含む脊椎動物全般で、性行動や摂食行動を調節すること
も報告されている（Yamamoto et al., 1997; Volkoff and Peter, 1999; Ogawa et al., 2006; 
Matsuda et al., 2008; Okuyama et al., 2014）。マウスやラットをはじめとする多くの哺乳類が 1
種類の GnRH 遺伝子しかもたないのに対し、メダカを含むいくつかの魚種は gnrh1、gnrh2、
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gnrh3 の 3 種類の GnRH パラログ遺伝子をもつ。それらの魚種では、gnrh1 発現ニューロン
は終脳腹側部から視索前野、視床下部にかけて、gnrh2 発現ニューロンは中脳被蓋に、
gnrh3 発現ニューロンは終神経節から視索前野にかけて分布する（Okubo and Nagahama, 
2008; Oka, 2010; Karigo and Oka, 2013）。 
TH と TPH は芳香族アミノ酸水酸化酵素スーパーファミリーに属し、攻撃行動、性行動、
不安行動を含む様々な行動や内分泌系を支配する生体アミン系ホルモンの生合成に関わ
る酵素である（Hull and Rodríguez-Manzo, 2009）。TH はチロシン由来のカテコールアミン類
であるドーパミン、ノルエピネフリン、エピネフリン産生、TPH はトリプトファン由来のトリプタミ
ン類であるセロトニン（5-HT）やメラトニン（MT）産生の律速酵素であり、TH はチロシンをジヒ
ドロキシフェニルアラニン（DOPA）に、TPH はトリプトファンを 5-ヒドロキシトリプトファンに変換
する。哺乳類において、TH 産生ニューロンは黒質（substantia nigra）、腹側被蓋野（ventral 
tegmental area）、前腹側脳室周囲核（AVPV; anteroventral periventrical nucleus）に存在し、
脳内に広く投射する（Abel and Rissman, 2011）。哺乳類を含めた四肢動物が 1 種類の TH
遺伝子をもつのに対し、魚類は 2 種類の TH パラログ遺伝子（th1 と th2）をもち、th1 発現ニ
ューロンは嗅球、視索前野、視床下部に、th2 発現ニューロンは視索前野と視床下部に存在
することが報告されている（Yamamoto et al., 2010）。一方、全ての脊椎動物は 2 種類の TPH
パラログ遺伝子（tph1 と tph2）をもち、哺乳類において、Tph1 は主に松果体で、Tph2 は主に
縫線核で発現することが報告されている（Matthes et al., 2010）。魚類においては、tph1 は主
に松果体で、tph2 は嗅球、視索前野、視蓋、視床下部、小脳、縫線核を含む延髄で高く発
現していることが報告されている（Bellipanni et al., 2002; Sudhakumari et al., 2010; 
Raghuveer et al., 2011）。 
詳しくは後の考察で述べるように、近年になって魚類の脳におけるこれらの遺伝子の発
現に性差が存在することが報告されてきた。しかし、それぞれの遺伝子が、どの神経核や部
位でどの程度の性差を示すのか、また、その性差がどのようなメカニズムで生じ、最終的に
どのような形質に寄与しているのかについては、これまで体系立った解析がなされてこなか
った。そこで、まずは本章で、メダカの脳と下垂体におけるこれらの遺伝子の発現の性差を
包括的に解析することとした。はじめに、これまでにメダカで同定されていなかった VT、IT、
TH、TPH の各遺伝子を単離・同定した。その結果、メダカは 1 種類の VT 遺伝子（vt）と IT
遺伝子（it）、2 種類の TH 遺伝子（th1、th2）と TPH 遺伝子（tph1、tph2）をもつことが分かった。
そこで、すでに同定されていた 3 種類の GnRH 遺伝子（gnrh1、gnrh2、gnrh3）（Okubo et al., 
2000; Okubo and Nagahama, 2008）を含め、計 9 種類の遺伝子について、メダカの脳と下垂
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体での発現の性差を解析した。その結果、新規の性差も含め、これらの遺伝子の脳と下垂
体における発現の性差が明らかとなった。 
 
1-2. 材料と方法 
 
1-2-1. 実験魚 
本章の全ての実験には、水温 28ºC、14 時間明期（9 時から 23 時まで）/10 時間暗期（23
時から 9 時まで）で飼育した 3–4 カ月齢の性成熟した雌雄のメダカ（d-rR 系統）を用いた（実
験毎に同じ月齢の個体を用いた）。餌はブラインシュリンプ幼生、または市販の固形飼料
（おとひめ; 日清丸紅飼料, Tokyo, Japan）を 1 日 3、4 回与えた。脳のサンプリングは明期開
始後 1–2.5 時間の間に行った。 
 
1-2-2. メダカの VT/IT、TH、TPH ファミリー遺伝子の単離・同定 
メダカの脳由来の完全長 cDNA ライブラリーからランダムに 32000 クローンをピックアップ
し、EST 解析を行うことで構築したデータベース（Okubo et al., 2011）を検索したところ、vt と it
の EST がそれぞれ 6 クローンと 11 クローン含まれていた。vt と it の EST をそれぞれ 1 クロ
ーンずつ選び、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA）を用いて全長をシークエンシングし、全塩基配列を決定した。 
th1、th2、tph1、tph2 の cDNA は、メダカの脳由来の mRNA をもとに Marathon cDNA 
Amplification Kit（Takara Bio, Shiga, Japan）を用いて合成した cDNA プール（Okubo et al., 
2006）を鋳型にして、rapid amplification of cDNA ends（RACE）を行うことでクローニングした。
PCR 産物は pGEM-Teasy ベクター（Promega, Madison, WI, USA）にライゲーションし、上記
と同様の方法でシークエンシングした。 
得られた配列が真のメダカの vt、it、th1、th2、tph1、tph2 であることを確認するために、系
統樹解析を行った。得られた塩基配列から演繹されるアミノ酸配列を、他の動物種の既知の
VT、IT、TH、TPH のアミノ酸配列と Clustal W プログラムによってアラインし、近隣結合法を
用いて系統樹を作成した（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/index.php?lang=ja）。系統樹の作成
に用いた既知の配列（括弧内は GenBank のアクセッション番号）は以下の通りである。ヒト
VP（NP_000481）、マウス VP（NP_033862）、ラット VP（NP_058688）、ウシ VP（NP_789824）、
ニワトリ Vt（NP_990516）、カエル Vt（AAA48556）、サケ Vt（BAA01739）、ゼブラフィッシュ
Vt（NP_840078）、フグ Vt（AAC60293）、ヒト OXT（NP_000906）、マウス OXT（NP_035155）、
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ラット OXT（NP_037128）、ウシ OXT（NP_789825）、ニワトリメソトシン（Mt）（XP_001231492）、
カエル Mt（AAA48555）、サケ It（BAA01738）、ゼブラフィッシュ It（NP_840076）、フグ It
（AAC60289）、ヒト TH（NP_954987）、マウス TH（NP_033403）、ラット TH（NP_036872）、ニワ
トリ TH（NP_990136）、ゼノパス Th（NP_001091392）、ゼブラフィッシュ Th1（NP_571224）、ゼ
ブラフィッシュ Th2（NP_001001829）、ヒト TPH1（NP_004170）、マウス TPH1（NP_033440）、
ラット TPH1（NP_001094104）、ニワトリ Tph1（AAC60036）、ゼノパス Tph1（NP_001080923）、
ゼブラフィッシュ Tph1a（NP_840091）、ゼブラフィッシュ Tph1b（NP_001001843）、ヒト TPH2
（NP_775489）、マウス TPH2（NP_775567）、ラット TPH2（NP_776211）、ニワトリ Tph2
（NP_001001301）、ゼブラフィッシュ Tph2（NP_999960）。 
 
1-2-3. VT/IT、GnRH、TH、TPH ファミリー遺伝子の発現の性差の脳領域レベルでの解析 
以下に記した方法にしたがって、雌雄のメダカの脳を 3 つの領域に分割し、それぞれの
脳領域における vt、it、gnrh1、gnrh2、gnrh3、th1、th2、tph1、tph2 の発現量を real-time PCR
によって解析した。 
性成熟した雌雄のメダカ（それぞれ n = 6）の脳を摘出し、（1）嗅球（OB; olfactory bulb）、
終脳（Tel; telencephalon）、間脳（Die; diencephalon）、視蓋を除く中脳（Mes; mesencephalon）
（以下、OB/Tel/Die/Mes と略す）、（2）視蓋（OT; optic tectum）、（3）小脳（Cb; cerebellum）、
延髄（MO; medulla oblongata）（以下、Cb/MO と略す）の 3 つの領域に分割した。RNeasy 
Lipid Tissue Mini Kit（Qiagen, Hilgen, Germany）を用いて、分割したそれぞれの脳領域から
全 RNA を抽出し、抽出の途中に DNase I（Qiagen）処理を行うことで、ゲノム DNA のコンタミ
を防いだ。その後、SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）
を用いて逆転写を行い、cDNAを合成した。real-time PCRは、LightCycler 480 SYBR Green 
I Master（Roche Diagnostics, Basel, Switzerland）を用いて、LightCycler 480 System II
（Roche Diagnostics）上で行った。PCR に用いたプライマーを表 1-1 に示した。得られた各遺
伝子の発現量は β アクチン遺伝子（actb）の発現量で補正し、オスの全脳での値を 1 とした
場合の相対値で示した。 
 
1-2-4. VT/IT、GnRH、TH、TPH ファミリー遺伝子の発現の性差の神経核・細胞レベルでの
解析 
以下に記した方法にしたがって、雌雄のメダカの脳と下垂体における vt、it、gnrh1、
gnrh2、gnrh3、th1、th2、tph1、tph2 の発現を in situ hybridization（ISH）によって神経核・細
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胞レベルで解析した。 
1-2-2 で用いたメダカの脳由来の cDNA プール（Okubo et al., 2006）を鋳型として、表 1-1
に示したプライマーで PCR を行うことで、vt（845 bp）、it（738 bp）、gnrh1（428 bp）、gnrh2
（605 bp）、gnrh3（736 bp）、th1（569 bp）、th2（1520 bp）、tph1（1850 bp）、および tph2（1787 
bp）の DNA 断片を得た。PCR エラーによる塩基置換や挿入欠失変異を防ぐために、PCR に
はハイフィデリティのDNAポリメラーゼであるPrimeSTAR GXL DNA Polymerase（Takara Bio）
を用いた。PCR 後の反応液を 1.5%アガロースゲルによる電気泳動に供した後、Wizard SV 
Gel and PCR Clean-Up System（Promega）を用いて、得られたDNA断片をゲルから精製した。
続いて、rTaq DNA Polymerase（Takara Bio）を用いて、DNA 断片の両端に TA クローニング
のための dATP を付加し、pGEM-Teasy ベクター（Promega）へのライゲーション、大腸菌のト
ランスフォーメーションを行った。コロニーPCR によって目的のインサートを含むプラスミドを
有することが明らかとなったコロニーを培養し、QIAprep Spin Miniprep Kit（Qiagen）を用い
てプラスミドを精製した後、シークエンシングを行った。配列解析によって正しい塩基配列を
有することが確認されたクローンの菌体を再び培養し、QIAfilter Plasmid Midiprep Kit
（Qiagen）を用いてプラスミドを大量精製した。プラスミドを SpeI 処理によって直鎖化した後、
それを鋳型として T7 RNA Polymerase（Roche Diagnostics）と Digoxigenin RNA Labeling 
Mix（Roche Diagnostics）で転写反応を行い、ジゴキシゲニン（DIG; digoxigenin）で標識され
た ISH 用の cRNA プローブを合成した。  
性成熟した雌雄のメダカ（それぞれ n = 5）の脳と下垂体を摘出し、4%パラホルムアルデ
ヒド（PFA）/リン酸緩衝液（PBS; 137 mM NaCl、8.10 mM Na2HPO4、2.68 mM KCl、1.47 mM 
KH2PO4）で 7 時間固定した後、パラフィン（Paraplast; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）
に包埋した。ミクロトーム（RM2255; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）を用いて、厚さ
10 µm の脳と下垂体の連続コロナル切片を作製し、スライドガラス（MAS-GP type A; 
Matsunami, Tokyo, Japan）上にマウントした。 
脱パラフィンした切片を、2 µg/ml の proteinase K（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, 
Japan）/PBS で 37ºC、15 分間処理した後、4% PFA/PBS で室温にて 10 分間再固定した。次
に、アセチル化バッファー（100 mM triethanolamine、21 mM HCl、23 mM acetic anhydride）
により 15 分間アセチル化処理を行った。PBS および 5× saline-sodium citrate（SSC; 150 mM 
NaCl、15 mM trisodium citrate dihydrate（C6H5O7Na3・2H2O））/50%ホルムアミドで洗浄した
後、ハイブリダイゼーションバッファー（50%ホルムアミド、5× SSC、5× Denhardt’s solution
（Wako Pure Chemical Industries）、2 µg/ml yeast RNA（Roche Diagnostics）、30 µg/ml calf 
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thymus DNA（Invitrogen））中で、55ºC、2 時間のプレハイブリダイゼーションを行った。その
後、DIG で標識した各 cRNA プローブ（終濃度 0.15 µg/ml）を加え、55ºC で一晩ハイブリダ
イゼーションを行った。55ºC の 5× SSC/50%ホルムアミド、および 2× SSC で洗浄した切片を、
1.5% blocking reagent（Roche Diagnostics）/Tris-buffered saline（TBS; 150 mM NaCl、100 
mM Tris）中で室温にて 1 時間インキュベートした後、同溶液で 2000 倍希釈したアルカリホス
ファターゼ（AP）標識ヒツジ抗 DIG 抗体（Roche Diagnostics）と 4ºC で一晩反応させた。TBS
で洗浄後、AP バッファー（100 mM NaCl、100 mM Tris-HCl（pH 9.5）、50 mM MgCl2）に溶
解した 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium（BCIP/NBT）（Roche 
Diagnostic）を用いて、遮光条件下で 5 時間（vt、it）、7 時間（gnrh1）、4 時間（gnrh2）、2 時間
（gnrh3）、および 15 時間（th1、th2、tph1、tph2）それぞれ発色させた。発色後、PBS での洗
浄、4% PFA/PBS による後固定処理、再び PBS での洗浄を行い、VectaMount AQ Aqueos 
Mounting Medium（Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）を用いて切片を封入した。 
 
1-2-5. 顕微鏡観察および撮影 
試料標本の観察および撮影は、正立顕微鏡（BX53; Olympus, Tokyo, Japan）とデジタル
カメラ（DP73; Olympus）、および写真撮影のためのソフトウェア（cellSens; Olympus）を用い
て行った。撮影した画像は Photoshop CS5（Adobe Systems, San Jose, CA, USA）でモノクロ 2
階調化し、ImageJ（http://rsbweb.nih.gov/ij/）を用いてシグナルの面積を測定した。シグナル
の面積に性差が認められた遺伝子・神経核については、神経核におけるシグナル陽性ニュ
ーロンの数を、正立顕微鏡（BX53）下でマニュアルにてカウントした。 
神経核の同定は、メダカの脳アトラス（Anken and Bourrat, 1998; Ishikawa et al., 1999; 
http://www.shigen.nig.ac.jp/medaka/ medaka_atlas/）、および自身で作製したメダカの脳のニ
ッスル染色標本を参照して行った。ニッスル染色は以下の手順で行った。摘出した雌雄のメ
ダカの脳を 4% PFA/PBS にて 7 時間固定した後、パラフィン（Paraplast; Sigma-Aldrich）に包
埋した。ミクロトーム（RM2255; Leica Microsystems）を用いて、厚さ 10 µm の連続切片を作
製し、スライドガラス（MAS-GP type A; Matsunami）上にマウントした。脱パラフィンした切片
をクレシルバイオレット中で 15 分間インキュベートし、透徹後、Permount（Fisher Scientific, 
Itasca, IL, USA）を用いて封入した。 
 
1-2-6. 統計処理 
グラフで示した全てのデータは、平均値 ±標準誤差（SEM; standard error of the mean）
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で示した。 
Microsoft Excel（Microsoft, Redmond, WA, USA）を用いて統計処理を行った。real-time 
PCR および ISH で得られた全てのデータを雌雄間で比較し、Student’s t-test（非対応、両方
向の Student’s t-test、有意水準 5%）によって有意差を検定した。 
 
1-3. 結果 
 
1-3-1. メダカの VT/IT、TH、TPH ファミリー遺伝子の単離・同定 
完全長 cDNA ライブラリーのスクリーニングおよび RACE 法によって、メダカの VT/IT、
TH、TPH ファミリー候補遺伝子の cDNA をクローニングした。系統樹解析の結果、得られた
配列は全て、オーソログであることが期待される他魚種の配列と同じクラスターに分類された
（図 1-1）。したがって、今回クローニングされた cDNA は、真のメダカの vt、it、th1、th2、tph1、
tph2 であることが確認された。これらの cDNA を GenBank に登録した（それぞれのアクセッ
ション番号は以下の通り）。vt AB691137、it AB691138、th1 AB691139、th2 AB691140、tph1 
AB691141、tph2 AB691142。 
 
1-3-2. VT/IT、GnRH、TH、TPH ファミリー遺伝子の発現の性差（発現の脳領域レベルでの
性差） 
real-time PCR によって、3 分割したメダカの脳（（1）OB/Tel/Die/Mes、（2）OT、（3）Cb/MO）
における vt、it、gnrh1、gnrh2、gnrh3、th1、th2、tph1、tph2 の発現量の性差を解析した（図
1-2）。vt と it は両者とも OB/Tel/Die/Mes のみで発現が認められたが、vt はオスで、it は逆に
メスで有意に高い発現を示した。gnrh3 も OB/Tel/Die/Mes のみで発現が認められ、メスの方
がわずかに高い発現を示した。th2 は 3 分割した全ての脳領域で発現が認められ、OT にお
いてオスがわずかに高い発現を示した。一方、gnrh1、gnrh2、th1、tph1、tph2 の発現に性差
は認められなかった。 
 
1-3-3. VT/IT、GnRH、TH、TPH ファミリー遺伝子の発現の性差（発現の神経核・細胞レベ
ルでの性差） 
ISH によって、メダカの脳と下垂体における vt、it、gnrh1、gnrh2、gnrh3、th1、th2、tph1、
tph2の発現を神経核・細胞レベルで解析した。vt、it、gnrh1、gnrh2、gnrh3の発現ニューロン
の分布を図 1-3 に、th1、th2、tph1、tph2 の発現ニューロンの分布を図 1-4 にまとめて記した。
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各遺伝子の発現が認められた神経核の名称と略称は表 1-2 にまとめて記した。 
vt は、視索前野の神経核 PMp/PPa/PMm/Pmg、および視床下部の神経核 SC/aNVT、
NAT、NPT、pNVT で発現が認められた。その中で、NPT と pNVT における発現は、オスの
みで認められた（図 1-5）。it は、終脳の Vd/Vs/Vp、および視索前野の PMp/PPa/PMm/Pmg
で発現が認められたが、いずれの神経核においても有意な性差は認められなかった（図
1-5）。 
gnrh1 は、終脳の Vv、Dl、Vs/Vp、視索前野の Pbl と PPa、そして視床下部の aNVT で発
現しており、Vs/Vp においては、メスよりもオスでシグナルの面積が有意に大きかった。また、
Vs/Vp での gnrh1 発現ニューロンの数をカウントした結果、有意差は検出されなかったが、シ
グナル面積と同様に、オスで多い傾向が認められた（p = 0.057）（図 1-6）。一方、 gnrh2 は、
主に中脳被蓋の MR/IQ において発現しており、オスよりもメスでわずかに高い発現が認めら
れた。しかし、ニューロン数に性差はなかった（図 1-6）。gnrh3 は、主に終神経節（TN）で発
現がみられ、その他に終脳の Vi、視床の VM でも発現していたが、いずれの神経核におい
ても性差は認められなかった（図 1-6）。 
th1 は嗅球から終脳にかけての ICL/Vv/Vd/Dc、視索前野の Pbl、pMp、PPa/aPPp、視床
の VL と PPv、視床下部の aNVT、NAT/NPT、pNVT、そして延髄の NVm で発現が認めら
れた。一方、th2 は視索前野の PMp、左右両側の手綱核（rHd and lHd）、視床の pPPp、視床
下部の NAT/NPT/pNVT/NRL、NRP で発現が認められた。しかし、th1 と th2 は両者ともに、
いずれの神経核においても有意な性差を示さなかった（図 1-7）。 
tph1 の発現は、終脳の Dm、視索前野の Pbl/PPa、松果体（EP）、左手綱核（lHd）、視床
下部の pPPp、NAT/NPT/pNVT/NRL、NRP で明瞭に認められたほか、終脳の Vd/Vs と Vv、
そして右手綱核（rHd）においても、ごくわずかに認められた。Dm における tph1 発現は、シグ
ナルの面積、発現ニューロンの数ともに、オスで有意に高い数値を示した（図 1-8）。tph2 は、
視床の DP と延髄の gc/ra、aMO において広くまばらに発現しており、DP において、シグナ
ルの面積、発現ニューロンの数ともに、オスで高い値を示した（図 1-8）。また、tph1 の発現は
下垂体においても認められたが、そこでの発現はほぼオス特異的であった（図 1-9）。 
 
1-4. 考察 
 
本章では、魚類の攻撃行動や性行動、性成熟などに関わるとされる 4 種類の神経伝達
物質・神経修飾物質関連ファミリー遺伝子の発現の性差を、メダカの脳と下垂体において解
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析した。 
最も顕著な性差は vt で認められ、同遺伝子の発現は、視床下部の後部の 2 つの神経核
NPT と pNVT において完全にオス特異的であった。視索前野と視床下部の前部における vt
の発現には性差が認められなかったことから、脳領域レベルで検出された性差は、NPTおよ
び pNVT の性差に由来すると考えられる。これまでにいくつかの魚種において、視索前野の
PMp/PPa/PMm/PMg において vt の発現に性差が存在することが報告されている（Grober 
and Sunobe, 1996; Foran and Bass, 1998; Godwin et al., 2000; Grober et al., 2002; Ohya and 
Hayashi, 2006; Maruska et al., 2007; Maruska, 2009）が、視床下部における性差はこれまで
に報告がなかった。魚類の NPT と NVT はそれぞれ、哺乳類の黒質（substantia nigra）
（Reiner et al., 1998; Forlano and Bass, 2011）および弓状核（arcuate） /脳室周囲核
（periventricular nucleus）（Forlano et al., 2005; Forlano and Bass, 2011）と相同な神経核であ
ると考えられている。哺乳類におけるこれらの神経核は種々の行動や生理機能に関与する
ことが知られているとともに、VT は多岐にわたる機能をもつ（Greenwood et al., 2008; Filby et 
al., 2010）。したがって、現段階では、NPT および pNVT における vt のオス特異的発現がも
つ意義を推測することは困難である。しかし、 直接的な証明はなされていないが、他の魚
種においてオスに偏った視索前野の vt 発現は、オス型の性行動や攻撃行動を促進すると
考えられており（Semsar et al., 2001; Salek et al., 2002; Santangelo and Bass, 2010）、メダカに
おける vt のオス特異的発現も、これらの行動を促進する役割をもつ可能性が考えられる。 
it の発現は、OB/Tel/Die/Mes においてメスの方がオスよりも高いことが明らかとなったが、
ISH による解析では性差が認められなかった。視索前野における it の発現は 4 つの神経核
PMp/PPa/PMm/PMg にまたがって連続的に観察されたため、今回の ISH による解析では、
これらの神経核での発現を区別して解析することができなかった。これらの神経核のいずれ
かにおいて性差が存在するが、その性差を検出できなかった可能性がある。あるいは、シグ
ナル強度が飽和状態に達しており、性差が検出されなかったのかもしれない。今回のメダカ
での結果と同様に、bluebanded goby（Lythrypnus dalli）では、視索前野での IT 免疫陽性ニ
ューロンの数が、オスよりもメスで多いことが報告されている（Black et al., 2004）。IT のオーソ
ログである OXT と MT が、母性行動や性的受容性といった、いくつかのメス特有の行動や排
卵への関与が示唆されていること（Goodson, 2008; Goodson and Thompson, 2010; Insel, 
2010）を考えると、魚類におけるメスに偏った it の発現も何らかのメス特有の行動、あるいは
排卵に関与しているかもしれない。 
gnrh1 は終脳の Vs/Vp において、オスに偏った発現が認められた。以下に記すように、
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視索前野での GnRH 免疫陽性ニューロン（ニューロンの位置情報から GnRH1 ニューロンで
あると推察される）の数に性差が存在することが、他の魚種において報告されているが、終
脳腹側部における GnRH 発現の性差はこれまで報告がなかった。dusky anemonefish
（Amphiprion melanopus）（Elofsson et al., 1997）、および ballan wrasse（Labrus berggylta）
（Elofsson et al., 1999）で、Pbl/PPa に相当する神経核における GnRH 免疫陽性ニューロンの
数がオスで多いことが報告されている。また、dwarf gourami（Colisa lalia）（Ishizaki et al., 
2004）でも、PPa に相当する神経核において GnRH 免疫陽性ニューロンの数がオスで多いこ
とが報告されている。逆に、halfspotted goby（Asterropteryx semipunctata）の視索前野では、
GnRH 免疫陽性ニューロンがメスで多いことが報告されている（Maruska et al., 2007）。これら
の過去の報告は全て、下垂体に投射し、FSH と LH を分泌させる GnRH ニューロンにおける
性差であるが、今回メダカで性差が認められた神経核 Vs/Vp の GnRH ニューロンは下垂体
には投射していないことが明らかとなっている（Karigo et al., 2012）。キンギョ（Carassius 
auratus）における脳の局所破壊実験などによって、魚類の Vs/Vp はオスの性行動に関与す
ることが示されている（Kyle and Peter, 1982; Koyama et al., 1984; Satou et al., 1984）。また、
Vs/Vp は哺乳類の内側扁桃体（MeA）/分界条床核（BNST）に相同な神経核であると考えら
れており（Northcutt, 1995; O’conell and Hofmann, 2012; Goodson and Kingsbury, 2013）、
BNST はオスの性行動に重要であることが知られている（Claro et al., 1995; Liu et al., 1997）。
哺乳類において GnRH1 は性行動を促進すること（Schiml and Rissman, 2000; Kauffman and 
Rissman, 2004）を考え合わせると、メダカのVs/Vpにおけるオスに偏ったgnrh1発現は、オス
の性行動の促進に関与しているのかもしれない。 
中脳被蓋の MR/IQ における gnrh2 の発現シグナルの面積は、わずかにメスよりもオスで
高いことが分かった。しかし、gnrh2 が発現する神経核は MR/IQ に限定されているにもかか
わらず、OB/Tel/Die/Mes における脳領域レベルでの gnrh2 発現量には有意な性差が検出
されなかった。したがって、メダカの脳における gnrh2 発現の性差は、存在するとしてもごくわ
ずかであると考えられる。一方で、halfspotted goby の被蓋における gnrh2 発現では、メスに
偏った性差が報告されており（Maruska et al., 2007）、今後、より多くの魚種での解析が待た
れる。 
OB/Tel/Die/Mes においてメスに偏った gnrh3 の発現が認められたが、神経核レベルで
の性差は確認されなかった。halfspotted goby の TN において GnRH 免疫陽性ニューロンが
メスで多いという同様の結果が得られている（Maruska et al., 2007）。対照的に、Mozambique 
tilapia（Oreochromis mossambicus）では GnRH3 免疫陽性ニューロンがオスで多いことが報
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告されており（Kuramochi et al., 2011）、これは GnRH3 がオスの性行動に関与するという報
告（Yamamoto et al., 1997; Volkoff and Peter, 1999; Ogawa et al., 2006）と合致する。一方、
dusky anemonefish とキンギョでは、GnRH3 の発現に有意な性差はないことが示されており
（Elofsson et al., 1997, 1999; Parhar et al., 2001）、GnRH3 発現の性差のパターンは魚種によ
って異なっていることが考えられる。それぞれの魚種における繁殖戦略や社会構造を反映し
ているのかもしれない。 
メダカの脳における th1 と th2 の発現ニューロンの分布は、ゼブラフィッシュでの報告とほ
ぼ一致していた（Yamamoto et al., 2010）。しかし、Indian catfish（Heteropneustes fossilis）に
おいて、生殖周期にかかわらず TH 活性がオスの脳で高いことが報告されていた（Chaube 
and Joy, 2003）ため、メダカの脳において th 発現に性差が見られなかったことは意外であっ
た。ラットやマウスにおいては、前腹側脳室周囲核（AVPV）におけるドーパミン作動性の TH
発現ニューロンの細胞数が、オスよりもメスで多いということが知られている（Simerly et al., 
1985, 1997）。メダカでも、AVPV と相同であると推定されている PPa（Forlano et al., 2005）に
おいて th1 発現ニューロンが認められたが、そこに性差は認められなかった。まだ直接的な
証拠は得られていないが、げっ歯類の AVPV におけるメスに偏った TH 発現ニューロンは、
メス特有の排卵前期の LH サージを起こす作用をもつと推測されている（Semaan and 
Kauffman, 2010）。AVPV における TH 発現の性差が、LH サージの有無の性差をもたらして
いるという考えである。一方、魚類においては、メスだけでなく、産卵前のオスでも LH サージ
が起こることが報告されている（Munakata and Kobayashi, 2010）。PPa における th1 発現に性
差が存在しないために、魚類ではオスとメスの両者で LH サージが起こるのかもしれない。 
tph1 は、Dm においてオスに偏った発現を示した。Dm は哺乳類の情動を司る領域であ
る扁桃体に相当すると考えられており（Braford, 1995; Forlano et al., 2005）、扁桃体は雄性
行動の調節に関与することが示されている（Hull and Rodríguez-Manzo, 2009）。さらに、性転
換魚である saddleback wrasse （Thalassoma dupperrey）では、Dm におけるセロトニン活性が
メスからオスへの性転換によって上昇することが報告されている（Larson et al., 2003）。した
がって、Dm におけるオスに偏った tph1 の発現は、縄張り行動、攻撃行動、求愛行動あるい
は性行動といったオスに典型的な行動パターンに関与している可能性が考えられる。下垂
体においても tph1 の発現が認められたが、そこでの発現はほぼオス特異的であった。脊椎
動物全体を通して、下垂体における TPH 発現の性差は今回が初めての報告であり、その意
義については定かではない。このオス特異的な tph1 発現は、その位置を考えると、下垂体
前葉主部あるいは中葉の細胞での発現であると考えられる。これまでに、TPH によって生合
  16 
成される 5-HT が LH の分泌パターンに影響を及ぼすこと（Schneider and McCann, 1970; 
Somoza and Peter, 1991; Khan and Thomas, 1992; Kah et al., 1993; Senthilkumaran et al., 
2001）、GTH や成長ホルモンの放出に関与すること（Somoza and Peter, 1991）、プロオピオメ
ラノコルチンの発現調節に関与すること（Winberg and Lepage, 1998）などが報告されている。
また、当研究室の先行研究によって、メダカの各種下垂体ホルモンの発現には性差が存在
すること（大久保ら、未発表データ）を考えると、このオス特異的な tph1 発現は、性依存的な
下垂体ホルモンの分泌パターンに関与している可能性が考えられる。 
また、tph2 の発現は DP においてメスよりもオスで高いことがわかった。DP は視蓋からの
入力を受ける領域で、哺乳類において感覚運動の調整に関与する上丘（superior colliculus）
と相同である（Butler, 2008）。よって、DP におけるオスに偏った tph2 発現は、感覚刺激に応
答して起こる性依存的な行動への関与が考えられる。興味深いことに、セロトニン作動性の
tph2 発現ニューロンは、オスのマウスの性的嗜好性に関与することが示されている（Liu et al., 
2011）。African catfish（Clarias gariepinus）では、生殖腺の性分化期における脳内の tph2
発現がオスで有意に高いが、性成熟後の個体ではその性差が消失することが報告されてい
る（Raghuveer et al., 2011）。同様に、Nile tilapia（O. niloticus）の脳においても、生殖腺の性
分化期に TPH 発現がオスで高いことが示されている（Sudhakumari et al., 2010）が、これらの
魚種においては神経核レベルの解析はなされていない。性的二型が現れる時期は異なっ
ているが、これらの魚種でもメダカと同様に、DP に tph2 発現の性差が存在する可能性が考
えられる。 
以上の研究により、メダカの脳と下垂体における VT/IT、GnRH、TH および TPH ファミリ
ー遺伝子の発現の性差を体系立って把握することができた。今回見出された性差のいくつ
かは、他の動物種で報告されていない新規のものであった。性差が認められた遺伝子の機
能に関するこれまでの知見や、発現に性差が認められた神経核や部位の機能を考え合わ
せると、今回明らかとなった発現の性差のいくつかは、攻撃行動や性行動などの行動パター
ンや生殖内分泌パターンの性差に関与している可能性が十分にあり得ると考えられた。 
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表 1-1. 第 1 章で使用したプライマー 
名称 塩基配列（5´–3´） 
vt-Fw-RT  CCGCCTGTTACATCCAGAACT 
vt-Rev-RT  GGGCCACAAGACATGCACT 
it-Fw-RT  GGGACTTTGCTGTGATGCAG 
it-Rev-RT  CCTGAGGAGGATGTCAGCAG 
gnrh1-Fw-RT  AGACTCCTTAACAGCAATACAC 
gnrh1-Rev-RT  GCTTCAGTTACACTCCCAAGA 
gnrh2-Fw-RT  TTAGCACCTGATCGACTT 
gnrh2-Rev-RT  ACCAGCCGAGACATTACCTT 
gnrh3-Fw-RT  CGTGAGCAGCAAAGTTGT 
gnrh3-Rev-RT  TTCCTGTGCCCATCATCCT 
th1-Fw-RT  GCGCTGCTGAACATCTTCTT 
th1-Rev-RT  GTCTCCAGGTGTCGGATGAC 
th2-Fw-RT  GGATTCTTCAAAGCAGGGAAA 
th2-Rev-RT  CGTTGTTCTTCCACTTCCTACC 
tph1-Fw-RT  GAGAACTTGAGCATGTACTCAAACA 
tph1-Rev-RT  TCAATTTTGTTGAAGGTTGATTTGT 
tph2-Fw-RT  ACAACGTGCAACCAAGAGTGT 
tph2-Rev-RT  TGGACGCTTAATTGTCTTTGC 
vt-Fw-ISH  AGACGTCCACACCGACAGCCT 
vt-Rev-ISH  GGCTGTGATGAGACATTCTGTATTTTC 
it-Fw-ISH  ACAGGGACCTCAGAAGTCACAAGG 
it-Rev-ISH  TTTATTTCAGCATGCAGATTTCTGGATGAT 
gnrh1-Fw-ISH  CAGAATTCAGAGAACAGCAAACTGGAG 
gnrh1-Rev-ISH  CAGAAGAAACAGCTTTTATTCACGATTTGC 
gnrh2-Fw-ISH  CTGTGAGAAACAGTAAAACACTTTAGCAC 
gnrh2-Rev-ISH  AATCACCAAAGCAACTTAAACAATGAACTC 
gnrh3-Fw-ISH  CTAATGGACGTGAGCAGCAAAGTTGTG 
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表 1-1. 第 1 章で使用したプライマー（続き） 
名称 塩基配列（5´–3´） 
gnrh3-Rev-ISH  GGGACTAATCAACAACAATGTATATGAGC 
th1-Fw-ISH  GACCAGAACTACCAGCCCGTCTACT 
th1-Rev-ISH  GTCAAACCGGATTAACTGAATCTCACAC 
th2-Fw-ISH  GGCCACATCCCCATGCTGGCGAAT 
th2-Rev-ISH  CGCCGTCTCTTCAGAGAATCCTCAT 
tph1-Fw-ISH  GGGAGGACTTGTGAAAGCACTCAAACT 
tph1-Rev-ISH  GGCCAGATCTGTCACAATCAGTCATGA 
tph2-Fw-ISH  CACCAACACTCCAGCACACGTGTG 
tph2-Rev-ISH  GGTTCATCTCAGGTCTGATTGACAGC 
プライマーの名称は、標的遺伝子、方向（Fw はフォワード、Rev はリバース）、使用目的（RT
は real-time PCR、ISH は in situ hybridization のプローブ作製）を示す。  
  19 
表 1-2. 神経核の名称および略称 
略称 名称 
aMO  anterior part of the medulla oblongata (a wide area but not a single nucleus) 
aNVT  anterior part of ucleus ventral tuberis 
aPPp  anterior part of posterior parvocellular preoptic nucleus 
Dc  central nucleus of the dorsal telencephalic area 
Dl  lateral nucleus of the dorsal telencephalic area 
Dm  medial nucleus of the dorsal telencephalic area 
DP dorsal posterior nucleus of thalamus 
EP  pineal gland 
gc central gray 
ICL internal cellular layer of olfactory bulb 
IQ inferior oblique of the oculomotor nerve nucleus 
lHd  left dorsal habenula 
MR medial rectus of the oculomotor nerve nucleus 
NAT  nucleus anterior tuberis 
NPT  nucleus posterior tuberis 
NRL  lateral recess nucleus 
NRP  posterior recess nucleus 
NVm  motor nucleus of trigeminal nerve 
NVT  nucleus ventral tuberis 
Pbl basal lateral preoptic nucleus 
PMg gigantocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 
PMm magnocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 
PMp parvocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 
pNVT  posterior part of ucleus ventral tuberis 
PPa  anterior parvocellular preoptic nucleus 
PPp  posterior parvocellular preoptic nucleus 
pPPp posterior part of posterior parvocellular preoptic nucleus 
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表 1-2. 神経核の名称および略称（続き） 
略称 名称 
PPv ventral part of pretectal periventricular nucleus 
ra nucleus raphe 
rHd  right dorsal habenula 
SC  suprachiasmatic nucleus 
TN  terminal nerve ganglion 
Vd  dorsal nucleus of the ventral telencephalic area 
Vi  intermediate nucleus of the ventral telencephalic area 
VL  ventrolateral nucleus of thalamus 
VM  ventromedial nucleus of thalamus 
Vp  posterior nucleus of the ventral telencephalic area 
Vs  supracommissural nucleus of the ventral telencephalic area 
Vv  ventral nucleus of the ventral telencephalic area 
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図 1-1. メダカを含めた脊椎動物における VT/IT ファミリー、TH ファミリー、TPH ファミリー
の系統樹解析 
（A）脊椎動物における VT ファミリーの系統樹解析。（B）脊椎動物における IT ファミリーの系
統樹解析。（C）脊椎動物における TH ファミリー、TPH ファミリーの系統樹解析。各分岐点の
数字はブートストラップ値を示す。また、スケールバーは推定の進化距離を示す。本研究で
単離・同定したメダカの配列を四角で囲んで示した。 
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図 1-2. 3 分割した脳領域における VT/IT、GnRH、TH、TPH ファミリー遺伝子の発現量の
性差 
メダカの脳を（1）嗅球（OB）、終脳（Tel）、間脳（Die）、および視蓋を除いた中脳（Mes）、（2）
視蓋（OT）、（3）小脳（Cb）および延髄（MO）に分割し、それぞれの脳領域での vt、it、gnrh1、
gnrh2、gnrh3、th1、th2、tph1、tph2 の発現量を real-time PCR によって解析した。縦軸は相
対発現量、横軸は脳領域を示す。黒のカラムはオスを、白のカラムはメスを示す。それぞれ
の遺伝子、脳領域における雌雄間での発現量の有意差を、* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 
0.001 で示した。 
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図 1-3. vt、it、gnrh1、gnrh2、gnrh3 の発現ニューロンの分布 
（A）メダカの脳を側面から見た模式図。左が吻側、右が尾側、上が背側、下が腹側。B–L の
ラインで切った断面をパネル B–L に示す。Cb は小脳、Die は間脳、MO は延髄、OB は嗅球、
OpN は視神経、OT は視蓋、Tel は終脳を示す。（B–L）各パネルの右半分の線画は、vt（●）、
it（○）、gnrh1（★）、gnrh2（★）、gnrh3（☆）発現ニューロンの分布を示す。左半分の写真は、
その断面のニッスル染色像を示す。スケールバーは全て 200 µm。各神経核の略称につい
ては表 1-2 を参照のこと。 
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図 1-4. th1、th2、tph1、tph2 の発現ニューロンの分布 
（A）メダカの脳を側面から見た模式図。左が吻側、右が尾側、上が背側、下が腹側。B–P の
ラインで切った断面をパネル B–P に示す。Cb は小脳、Die は間脳、MO は延髄、OB は嗅球、
OpN は視神経、OT は視蓋、Tel は終脳を示す。（B–P）各パネルの右半分の線画は、th1
（▲）、th2（△）、tph1（■）、tph2（□）発現ニューロンの分布を示す。左半分の写真は、その
断面のニッスル染色像を示す。スケールバーは全て 200 µm。各神経核の略称については
表 1-2 を参照のこと。 
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図 1-5. 神経核・細胞レベルでの VT/IT ファミリー遺伝子の発現の性差 
（A）各神経核における vt の ISH シグナルの面積。（B）各神経核における it の ISH シグナル
の面積。縦軸は ISH シグナルの面積、横軸は神経核の名称を示す。黒のカラムはオスを、
白のカラムはメスを示す。それぞれの遺伝子、神経核における雌雄間での有意差を、* p < 
0.05、*** p < 0.001で示した。（C–J）雌雄の各神経核における vt発現の代表的な写真。（K–
O）雌雄の各神経核における it 発現の代表的な写真。スケールバーは全て 50 µm。各神経
核の略称については表 1-2 を参照のこと。 
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図 1-6. 神経核/細胞レベルでの GnRH ファミリー遺伝子の発現の性差 
（A）各神経核における gnrh1 の ISH シグナルの面積。（B）MR/IQ における gnrh2 の ISH シ
グナルの面積。（C）各神経核における gnrh3 の ISH シグナルの面積。（D）Vs/Vp における
gnrh1 発現ニューロンの数。（E）MR/IQ における gnrh2 発現ニューロンの数。それぞれのグ
ラフの横軸は神経核の名称を示す。黒のカラムはオスを、白のカラムはメスを示す。それぞ
れの遺伝子、神経核における雌雄間での有意差を、* p < 0.05 で示した。（F–K）雌雄の各
神経核における gnrh1 発現の代表的な写真。（L）雌雄の MR/IQ における gnrh2 発現の代
表的な写真。（M–O）雌雄の各神経核における gnrh3 発現の代表的な写真。スケールバー
は全て 50 µm。各神経核の略称については表 1-2 を参照のこと。 
  
  27 
 
図 1-7. 神経核・細胞レベルでの TH ファミリー遺伝子の発現の性差 
（A）各神経核における th1 の ISH シグナルの面積。（B）各神経核における th2 の ISH シグ
ナルの面積。縦軸は ISH シグナルの面積、横軸は神経核の名称を示す。黒のカラムはオス
を、白のカラムはメスを示す。（C–M）雌雄の各神経核における th1 発現の代表的な写真。
（N–R）雌雄の各神経核における th2 発現の代表的な写真。スケールバーは全て 50 µm。各
神経核の略称については表 1-2 を参照のこと。  
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図 1-8. 神経核・細胞レベルでの TPH ファミリー遺伝子の発現の性差 
（A, B）各神経核における tph1 の ISH シグナルの面積。（C）各神経核における tph2 の ISH
シグナルの面積。（D）Dm における tph1 発現ニューロンの数。（E）DP における tph2 発現ニ
ューロンの数。それぞれのグラフの横軸は神経核の名称を示す。黒のカラムはオスを、白の
カラムはメスを示す。それぞれの遺伝子、神経核における雌雄間での有意差を、* p < 0.05、
** p < 0.01 で示した。（F–N）雌雄の各神経核における tph1 発現の代表的な写真。（O–Q）
雌雄の各神経核における tph2 発現の代表的な写真。スケールバーは全て 50 µm。各神経
核の略称については表 1-2 を参照のこと。 
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図 1-9. 下垂体における tph1 発現の性差 
雌雄のメダカの下垂体における tph1 発現の代表的な写真を示した。スケールバーは 50 
µm。 
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第 2 章 vt のオス特異的発現をもたらすメカニズムと 
その生理的意義 
 
本章の内容は、学術誌論文に投稿する計画があるため、公表できない。現在は投
稿準備中であり、5年以内に出版予定である。 
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第 3 章 tph1 のオスに偏った発現をもたらすメカニズムと 
その生理的意義 
 
本章の内容は、学術誌論文に投稿する計画があるため、公表できない。現在は投
稿準備中であり、5年以内に出版予定である。 
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総合考察 
 
総合考察の内容は、学術誌論文に投稿する計画があるため、公表できない。 
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要旨 
 
要旨の内容は、学術誌論文に投稿する計画があるため、公表できない。 
  
